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POVZETEK 
 
Razvoj novih protirakavih zdravilnih učinkovin je izrednega pomena za javno zdravje. 
Človeška DNA-topoizomeraza IIα predstavlja tarčo protirakavih zdravilnih učinkovin 
širokega spektra, ki zaradi specifičnega izražanja omogoča usmerjeno ciljanje visoko 
proliferativnih rakavih celic. Zapleten večstopenjski katalitični cikel DNA-topoizomeraze 
IIα omogoča različne pristope k zaviranju delovanja encima. V klinični uporabi je veliko 
zdravilnih učinkovin (npr. topoizomerazni strupi) z različnimi mehanizmi delovanja na 
katalitični cikel encima, vendar težavo povzročajo določeni resni neželeni učinki zdravil. 
Zaradi tega smo se v okviru te magistrske naloge osredotočili na razvoj novih katalitičnih 
zaviralcev DNA-topoizomeraze IIα, ki se vežejo na ATP-vezavno mesto N-terminalnega 
dela encima in onemogočijo delovanje katalitičnega cikla. 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo sintetizirati in ovrednotili serijo novih 
ATP kompetitivnih zaviralcev DNA-topoizomeraze IIα, pirolamidnega strukturnega tipa. 
Osmim pripravljenim spojinam smo določili rezidualne aktivnosti na DNA topoizomerazi 
IIα pri koncentracijah zaviralca 100 µM in 10 µM. Kot aktivne spojine so se izkazale 10, 19 
in 23, ki imajo v strukturi prisotno prosto karboksilno skupino. V primerjavi z etopozidom, 
ki je bil uporabljen kot pozitivna kontrola, smo spojinam 10, 19 in 23 določili nižje IC50 
vrednosti ter tako boljšo zaviralno aktivnost na encimu. Spojine iz serije, ki so imele v 
strukturi namesto karboksilne skupine metilno estrsko skupino ali sulfonamidno skupino, 
niso pokazale zaviralnega delovanja na encim. Ovrednotili smo tudi citotoksično delovanje 
spojin 10, 19 in 23 na celični liniji raka dojke (MCF-7) ter ugotovili, da so testirane spojine 
neaktivne, kar je v nasprotju z rezultati encimskega testiranja. Razlog za pomanjkanje 
citotoksičnega delovanja je lahko onemogočen prehod spojin v celice ali aktivno črpanje 
spojin iz celice. Potrebne so nadaljnje raziskave, da bi ugotovili, kakšen mehanizem je 
odgovoren za odsotnost citotoksičnega delovanja. 
V prihodnjem bi bilo smiselno načrtovati in razviti spojine, ki imajo poleg dobre zaviralne 
aktivnosti na encimu tudi ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti, da bi uspešno dosegle tarčo 
v celicah. 
Ključne besede: DNA-topoizomeraza IIα, protirakave učinkovine, ATP kompetitivni 
zaviralci, pirolamidi.  
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ABSTRACT 
 
The development of new anticancer drugs is of extraordinary importance for public health. 
Human DNA-topoisomerase IIα is a target of a wide spectrum of anticancer active 
substances, which, due to specific expression, allows targeting of highly proliferative cancer 
cells. The catalytic cycle of DNA-topoisomerase IIα consists of several steps and thus 
provides different approaches of enzyme inhibition. In clinical use there are many active 
substances (eg. topoisomerase poisons) with different mechanisms of action on the catalytic 
enzyme cycle, but with serious side effects as a result of the treatment. For this reason, we 
focused on development of new catalytic DNA topoisomerase IIα inhibitors that bind to the 
ATP-binding site of the N-terminal part of the enzyme and consequently inhibit the catalytic 
activity. 
In the experimental part of the master's thesis, we synthesized and evaluated a series of new 
ATP competitive DNA topoisomerase IIα, which are of pyrrolamide structural type. 
Residual activities at inhibitor concentration of 100 µM and 10 µM were measured for eight 
compounds. Compounds 10, 19 and 23 possess a free carboxyl group in the structure and 
show inhibitory activity on the enzyme. In comparison with etoposide, which was used as a 
positive control, lower IC50 values were determined for compounds 10, 19 and 23, and thus 
a better inhibitory activity on the enzyme. Compounds of the series, which had a methyl 
ester group or a sulphonamide group in the structure instead of the carboxyl group, did not 
show an inhibitory activity on the enzyme. We also evaluated the cytotoxic activity of the 
compounds 10, 19 and 23 on the breast cancer cell line (MCF-7) and found that the tested 
compounds were inactive, which is contrary to the results of enzymatic testing. The cause 
for the absence of cytotoxic activity can be the compounds' inability to pass into the cells or 
active pumping of the compounds from the cell. Further research is necessary to find out 
which mechanism is responsible for the absence of cytotoxic activity.  
In the future, it would be reasonable to design and develop compounds that, in addition to 
good inhibitor activity on the enzyme, also have appropriate physicochemical properties in 
order to successfully reach the target in the cells. 
Keywords: DNA-topoisomerase IIα, anticancer drugs, ATP competatice inhibitros, 
pyrrolamides.  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
Asn  asparagin 
ADP  adenozin difosfat 
AMP-PNP adenozin-5′-(β,γ-imido)trifosfat 
ATP  adenozin-5'-trifosfat 
ATR  oslabljen popolni odboj (attenuated total reflectance) 
d  dublet 
dd  dublet dubleta 
dq  dublet kvarteta 
dt  dublet tripleta 
DMF  N,N-dimetilformamid 
DKM  diklorometan 
DMSO dimetil sulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
EDC  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
ekv.  ekvivalent 
EtOAc  etilacetat 
GHKL  družina proteinov giraza, Hsp90, histidin kinaza in MutL 
Hex  heksan 
HOBt  hidroksibenzotriazol 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HR-MS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hsp90  protein toplotnega šoka 90 (heat shock protein 90) 
Hz  herc 
IC50  srednja zaviralna koncentracija 
IR  infrardeča spektrometrija 
J  sklopitvena konstanta 
m  multiplet 
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MCF-7 celična linija raka dojk 
Mr  molekulska masa 
MR  magnetna resonanca 
MS  masna spektrometrija 
NMM  N-metilmorfolin 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
Pd/C  zmes paladija v aktivnem ogljiku 
ppm  delcev na milijon 
q  kvartet 
RA  rezidualna aktivnost 
Rf  retencijski faktor 
s  singlet 
Ser  serin 
t  triplet 
T  temperatura 
TFA  trifluoroocetna kislina 
THF  tetrahidrofuran 
Thr  treonin 
TLC  tenkoplastna kromatografija (thin layer chromatography) 
TMS  tetrametilsilan 
Tyr  tirozin 
UV  ultravijolčna 
δ  kemijski premik 
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1 UVOD 
 
1.1 Rak 
Rak je bolezen, za katero je značilna nenadzorovana delitev celic. Vzrok raka je v 
spremenjenem genomu oziroma okvarjenem nadzoru celične delitve in okvare odmiranja 
celic. Pomembna razlika med rakastimi in zdravimi celicami je, da so rakaste celice manj 
diferencirane kot zdrave celice, kar pomeni, da se zdrave celice razvijejo v različne celične 
vrste s specifičnimi funkcijami, rakaste celice pa ne. To je eden od razlogov, da se za razliko 
od zdravih celic rakaste celice delijo nenadzorovano. Da celice postanejo maligne in 
nesmrtne, se morajo izogniti imunskemu sistemu, ki sicer spremenjene celice prepozna kot 
tuje in jih odstrani. Spremenjene celice lahko prenehajo tvoriti različne molekule, ki jih 
imunski sistem prepozna, ali pa izražajo molekule, ki uničujejo celice imunskega sistema (1, 
2). 
Zdravljenje raka je odvisno od vrste raka, razširjenosti raka, stadija bolezni ter splošnega 
stanja bolnika. Za diagnosticiranje raka se uporabljajo različne metode: rentgensko slikanje, 
ultrazvok, računalniška tomografija (CT), magnetna resonanca (MR), pozitronska emisijska 
tomografija (PET), biopsija. Pri zdravljenju raka se uporabljajo kirurška odstranitev raka, 
radioterapija, kemoterapija, imunoterapija, hormonska zdravila ter tarčno zdravljenje 
(zdravila, ki so usmerjana samo na rakavo celico). Vendar vse oblike sistemskega 
zdravljenja raka pogosto spremljajo neželeni učinki kot so splošna slabost, bruhanje, 
supresija kostnega mozga, izpadanje las, driska/zaprtje. Neželeni učinki se pojavijo ko 
zdravljenje vpliva tudi na zdravo tkivo ali organe. Dodatna težava, ki se pojavlja pri skoraj 
vseh trenutnih načinih zdravljenja raka je rezistenca rakavih celic na zdravila (1). Zaradi 
omenjenih pomanjkljivosti smo dandanes usmerjeni v načrtovanje in razvoj novih 
protirakavih učinkovin, ki bi na rakave celice delovali bolj specifično in bi potencialno imele 
manj težav povezanih z zdravljenjem. 
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1.2 DNA 
Evkariontska DNA predstavlja razvejan polimer, katerega osnovna enota je nukleotid. DNA 
ima obliko dvojne vijačnice, kjer se dve komplementarni verigi DNA sučeta druga okoli 
druge. V celičnem jedru in posameznem kromosomu se DNA skupaj s proteini histoni tesno 
zapakira v kromatin. Da bi se DNA tesno umestila v jedru, je potrebno njeno dodatno 
zvijanje (supercoiling), ki je lahko pozitivno ali negativno. Dodajanje ali odstranjevanje 
zavojev na dvovijačni DNA, preko tvorbe kovalentnega kompleksa z DNA, opravijo encimi 
DNA-topoizomeraze (3,4).  
 
Slika 1:Struktura dvojne vijačnce DNA (prirejeno po 5). 
 
1.3 DNA-topoizomeraze 
Topoizomeraze so encimi, ki spreminjajo topološko obliko DNA molekule, ter nadzorujejo 
njeno dodatno zvitje. Prisotne so tako pri evkariontih, kot pri prokariontih. Delimo jih na 
DNA-topoizomeraze I in DNA-topoizomeraze II. Delujejo tako, da katalizirajo prekinitve 
verige DNA, in tako razpletajo / prepletajo ter razvozlajo / zavozlajo dvovijačno DNA (slika 
2).  
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Slika 2: Prikaz topoloških sprememb, ki jih topoizomeraze lahko katalizirajo (prirejeno po 
7). 
Za večino procesov, kjer morajo proteini dostopati do nukleotidnega zaporedja v DNA je 
pomembna negativna nadzvitost DNA. Obe komplementarni verigi dvojne vijačnice se 
morata pri tem ločiti bodisi začasno, kot pri prepisovanju, ali trajno, kot pri podvojevanju. 
Tekom procesa podvojevanja DNA nastajajo pozitivna nadzvitja od mesta podvojevanja 
dalje. Topoizomeraze odstranjujejo dodatna zvitja ter nadzorujejo, da ne pride do 
prekomernega nadzvitja in posledične prekinitve procesa podvojevanja (slika 3) (6, 7). 
 
Slika 3: Topološki model kromosoma v procesu podvojevanja (prirejeno po 7).  
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1.3.1 Topoizomeraze I 
 
Encimi, ki cepijo eno verigo dvojne vijačnice DNA naenkrat so definirani kot DNA 
topoizomeraze tipa I. Delimo jih na tri podskupine: IA, IB in IC. Skupna značilnost 
topoizomeraz tipa I je njihov katalitični mehanizem, ki v vseh primerih vključuje nukleofilni 
napad tirozinskega ostanka encima na fosfodiestersko vez DNA. Tirozin se kovalentno veže 
na fosfat v molekuli DNA na bodisi 5'-koncu v primeru tipa IA ali na 3'-koncu v primeru 
tipa IB in IC. Tip IA lahko sprosti le negativno dodatno zvito DNA in za svoje delovanje 
potrebujejo Mg2+ ali Zn2+ ion. Topoizomeraze tipa IB in IC lahko sprostijo tako negativno 
kot pozitivno dodatno zvito DNA in za svoje delovanje ne potrebujejo prisotnost 
dvovalentnih kationov (6, 8, 9).  
1.3.2 Topoizomeraze II 
 
DNA-topoizomeraze tipa II cepijo obe verigi DNA hkrati. Za svoje delovanje potrebujejo 
energijo, ki nastane s hidrolizo molekule ATP, pomembna pa je tudi prisotnost Mg2+ ionov. 
DNA-topoizomeraze tipa II delimo na IIA in IIB. Človeška DNA-topoizomeraza IIA obstaja 
v dveh izooblikah, α in β. Mehanizem delovanja obeh izooblik je enak. Topoizomeraza IIα 
je bolj izražena v hitro delečih se celicah in ima vlogo pri podvojevanju DNA. 
Topoizomeraza IIβ se izraža sistemsko. (6, 8, 10).  
DNA-topoizomeraza IIα je še posebej zanimiva kot tarča, saj lahko predstavlja bolj ciljno 
usmerjen pristop do visoko proliferativnih celic v terapiji raka, zaradi večjega izražanja v 
hitro delečih celicah. Zaviranje topoizomeraze IIβ je povezano s kardiotoksičnostjo in 
razvojem sekundarnih malignomov, kot posledico zdravljenja (11). 
 
Struktura DNA-topoizomeraze IIα 
DNA-topoizomeraze IIA funkcionalno razdelimo na tri dele:. N-terminalni (N-vrata), 
osrednji (DNA vrata) in C-terminalni del (C-vrata). N-terminalni del je sestavljen iz ATP-
vezavnega mesta iz družine encimov GHKL (giraza, Hsp90, histidin-kinaza in MutL 
protein), in transducer domeno (domeno za prenos signala). Centralni del vsebuje tri 
domene: TOPRIM (Topoisomerase/Primase), WHD (winged helix domain) in tower 
domeno.   
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WHD domena vsebuje katalitični tirozinski ostanek in TOPRIM domena veže Mg2+ ione. 
WHD skupaj s TOPRIM sodeluje pri cepitvi in religaciji verige DNA. C-končni del je 
pomemben za lokalizacijo v jedru in vsebuje aminokisline, ki so pomembne za fosforilacijo 
in interakcijo z ostalimi proteini (11, 14). 
 
Slika 4: Struktura DNA-topoizomeraze II kvasovke Saccharomyces cerevistae z vezanim 
nehidrolizirajočim ATP analogom ADPNP (prirejeno po 12). 
 
Molekula ATP v ATP-vezavnem mestu  
Tarča našega raziskovalnega dela je ATP-vezavno mesto encima, ki je bistveno za njegovo 
delovanje. Molekula ATP se veže v ATP-vezavno mesto tako, da adenin tvori direktno 
vodikovo vez z karbonilno skupino Asn120 in indirektne vodikove vezi preko molekul vod 
s Thr215, Asn120 ter Tyr34'. Ribozni del tvori vodikove vezi s Ser149 in Asn150. Največ 
interakcij tvori trifosfatni del preko vodikovih in ionskih vezi z več aminokislinskimi ostanki 
in Mg2+ ionom . Magnezijev ion je povezan tudi z dvema molekulama vode in Asn91 (16). 
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Slika 5: Prikaz interakcij med nehidrolizirajočim analogom ATP AMP-PNP in ATP-
vezavno domeno DNA-topoizomeraze IIα (prirejeno po 16). 
 
Delovanje DNA-topoizomeraze IIα 
Človeška topoizomeraza tipa IIα deluje preko zapletenega večstopenjskega mehanizma, pri 
katerem pride do transporta ene verige dvojne vijačnice DNA skozi drugo. 
Katalitični cikel se začne z vezavo ene verige molekule DNA (veriga G, gate) na DNA vrata 
encima. Nato se dve molekuli ATP vežeta na ATP-vezavno mesto in povzročita dimerizacijo 
ATPazne domene (zapiranje N-vrat) ter ujetje druge verige DNA (veriga T, tansport). V 
centralnem (WHD) delu encima, preko transesterifikacije, aktivna tirozina kot nukleofila v 
prisotnosti Mg2+ napadeta fosfodiesterske vezi in cepita verigo G. To omogoči, da se veriga 
T prenese skozi DNA-vrata, preko prekinjene verige G, do C-vrat. Nato pride do religacije 
verige G, za kar je potrebna hidroliza molekule ATP do ADP, C-vrata se odprejo in veriga 
T se sprosti z encima. Ko se veriga T sprosti z encima se C-vrata zaprejo. V zadnjem koraku 
pride do hidrolize preostale vezane molekule ATP do ADP, sprostitve obeh molekul ADP, 
odprtja N-vrat ter sprostitve verige G. S tem je katalitični cikel zaključen, encim pa 
pripravljen na nov cikel. Opisan cikel je shematsko predstavljen na sliki 6. (11, 13) 
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Slika 6: Katalitični cikel DNA-topoizomeraze IIα (prirejeno po 11). 
 
1.4 Zaviralci DNA-topoizomeraz IIα 
DNA-topoizomeraza IIα predstavlja tarčo protirakavih zdravilnih učinkovin, ki se 
uporabljajo za zdravljenje širokega spektra rakavih obolenj. Učinkovine glede na 
mehanizem delovanja razdelimo v dve veliki skupini, in sicer topoizomerazne strupe ter 
katalitične zaviralce.  
 
1.4.1 Topoizomerazni strupi 
Topoizomerazni strupi so najbolj preučeni zaviralci DNA-topoizomeraze IIα ter tudi široko 
klinično uveljavljeni. Delujejo tako, da preprečujejo religacijo prekinjene verige DNA in 
stabilizirajo kovalenten kompleks med encimom in DNA. Prekinitve DNA, ki so v 
normalnih pogojih kratkotrajne, postanejo trajne, kar privede do apoptoze in celične smrti. 
Topoizomerazne strupe delimo na kovalentne in nekovaletne. Nekovalentni se naprej delijo 
na interkalirajoče in neinterkalirajoče strupe (10).  
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Kovalentni strupi 
Kovalentni strupi za svoje delovanje potrebujejo aktivacijo preko redoks reakcij. Delujejo 
tako, da tvorijo kovalentne vezi s DNA-topoizomerazo IIα. V to skupino sodijo kinonski 
metaboliti in bioflavonodoidi, vendar tovrstnih topoizomeraznih strupov še ni na tržišču. 
Spojine iz skupine kinonov nastajajo v telesu kot posledica metabolizma in so zelo reaktivni, 
saj lahko generiranjo reaktivne kisikove zvrsti (ROS). Eden izmed predstavnikov kinonov 
je spojina NAPQI (N-acetil-p-benzokinon imin), ki je metabolit paracetamola 
(acetaminofena) (slika 7). V skupini bioflavonoidov spadajo številne polifenolne spojine, ki 
so pristoni v vsakodnevni prehrani. Znan predstavnik te skupine je epigalokatehin-3-galat 
(EGCG), najpogostejši polifenol v zelenem čaju (slika 7) (10). 
 
 
Slika 7: N-acetil-p-benzokinon imin (levo), Epigalokatehin-3-galat (desno). 
 
Interkalirajoči strupi 
Interkalirajoči strupi se vrivajo med bazne pare DNA in preprečujejo njeno religacijo. 
Najbolj znan interkalator je antraciklin doksorubicin ter njegovi analogi (epirubicin, 
idarubicin, pirarubicin) (slika 8). Doksorubicin uporabljamo pri zdravljenju raka bezgavk, 
endometrija, pljuč, mehurja, želodca, ščitnice, prostate, trebušne slinavke, levkemij, 
sarkoma, Hodgkinovega in ne-Hodgkinovega limfoma, Wilmsonovega tumorja ter rakavih 
boleznih neznanega izvora (10, 13). Je učinkovita protirakava učinkovina, vendar njegovo 
klinično uporabo omejuje kardiotoksičnost, ki je povezana s povečanim nastankom 
reaktivnih kisikovih zvrsti in posledičnim oksidativnim stresom. (14).  
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Neinterkalirajoči strupi 
Neinterkalirajoči strupi se vežejo na DNA-topoizomerazo IIα in povečajo stabilnost 
kompleksa med encimom in DNA. Najbolj znan predstavnik te skupine je etopozid, 
polsintezni derivat podofilotoksina (slika 8). Uporabljamo ga pri zdravljenju raka testisov, 
raka pljuč, akutne mielomične levkemije, Hodgkinovega in ne-Hodgkinovega limfoma ter 
horiokarcinoma. Kljub učinkovitosti se je izkazalo, da etopozid povzroča sekundarne 
malignome povezane s terapijo (11, 14). 
 
 
Slika 8: Etopozid (levo), doksorubicin (desno). 
 
 
1.4.2 Katalitični zaviralci 
Katalitični zaviralci DNA-topoizomeraze IIα delujejo preko zaviranja enega izmed številnih 
korakov v katalitičnem ciklu encima, pri čemer ne pride do povečanja koncentracije 
kovalentnega kompleksa med encimom in DNA. Delimo jih na: 
• Spojine, ki preprečijo vezavo topoizomeraze IIα na DNA 
• Spojine, ki preprečijo cepitev verige DNA 
• Spojine, ki preprečijo hidrolizo ATP 
• Spojine, ki se vežejo v ATP-vezavno mesto 
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Spojine, ki preprečijo vezavo topoizomeraze IIα na DNA 
Znan predstavnik te skupine je aklarubicin, antraciklinski tip spojine, ki deluje preko 
interkalacije in preprečuje nastanek kovalentnega kompleksa med encimom in DNA (slika 
9). Hkrati zaviralno deluje tudi na DNA-topoizomerazo I, preko mehanizma 
topoizomeraznega strupa. Indiciran je pri zdravljenju akutne mieloične levkemije. V isto 
skupino spada tudi antitripanosomna spojina suramin, ki se primarno uporablja za 
zdravljenje afriške spalne bolezni, deluje pa tudi kot zaviralec DNA-topoizomeraze IIα in 
preprečuje njeno vezavo na DNA (slika 9). (15).  
 
 
Slika 9: Aklarubicin (zgoraj), suramin (spodaj). 
 
 
Spojine, ki preprečijo cepitev verige DNA 
Najbolj znana spojina, ki zavira cepitev verige DNA, je tiobarbituratni derivat merbaron 
(slika 10). Klinična testiranja merbarona so bila ustavljena zaradi nefrotoksičnosti in 
pomanjkanja protitumorne učinkovitosti (15). 
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Slika 10: Merbaron. 
 
 
Spojine, ki preprečijo hidrolizo ATP 
Bisdioksopiperazini so spojine ki zavirajo hidrolizo ATP ter ujamejo encim v zaprti 
konformaciji, zaradi česar se veriga-G DNA ne more sprostiti z encima. Na tak način je 
preprečen začetek novega katalitičnega cikla. V to skupino spadajo spojine ICRF-154, MST-
16, ICRF-159, ICFR-187 ter ICFR-193 (slika 11). Sobuzoksan (MST-16) je klinično 
uporabno predzdravilo spojine ICRF-154. Razoksan (ICRF-159) je derivat spojine 
ICRF-154, prvotno razvit kot protitumorna učinkovina. Spojina ICFR-193 je dimetiliran 
derivat spojine ICRF-154 in kaže najmočnejše delovanje v seriji spojin. Najbolj znani 
predstavnik te skupine je deksrazoksan (ICFR-187), enantiomer spojine ICRF-159, ki ga 
uporabljamo kot kardioprotektiv pri zdravljenju z antraciklini. Poleg tega da zavira hidrolizo 
ATP, je tudi predzdravilo za metiliran analog EDTA, ki je kelator kovinskih ionov. V 
kombinaciji z antraciklinskimi učinkovinami deksarazosan kot kelator Fe2+ ionov preprečuje 
oksidativno škodo in zmanjša njihovo kardiotoksičnost (15). 
 
         
Slika 11: Bisdioksopiperazini. 
 
Spojine, ki se vežejo v ATP vezavno mesto 
Spojine, ki se vežejo v ATP vezavno mesto DNA-topoizomeraze IIα, preprečijo vezavo 
molekule ATP na encim in prekinejo katalitični cikel encima. Zaviralcev tega tipa še ni v 
klinični uporabi, vendar potekajo intenzivne raziskave na tem področju.  
  
Spojina R1 R2 
ICRF-154 H H 
ICRF-159 CH3 H (racemat) 
ICFR-187 CH3 H ((S)-(+) enantiomer) 
ICFR-193 CH3 CH3 
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Spojine, ki se vežejo v ATP vezavno mesto encima so potencialno lahko dobra alternativa 
trenutno klinično uporabljenim zaviralcem DNA-topoizomeraze IIα (topoizomeraznim 
strupom). Za razliko od topoizomeraznih strupov potencialno bi lahko imeli boljšo 
selektivnost do DNA-topoizomeraze tipa IIα in izkazovali manj neželenih učinkov, ki so 
glavna omejitev topoizomeraznih strupov. 
Poznamo več strukturno različnih skupin ATP kompetitivnih zaviralcev, ki jih strukturno 
delimo v dve veliki skupini, in sicer zaviralce purinskega in zaviralce nepurinskega tipa. Prvi 
zadetki so bili odkriti s pomočjo strukturno podprtega rešetanja, in vitro encimskih testov ter 
in vitro in in vivo fenotipskih testov. 
S pomočjo strukturno podprtega rešetanja na podlagi že znane kristalne strukture ATP-
vezavne domene z AMP-PNP, nehidrolizirajočim analogom ATP, lahko napovemo vezavo 
zaviralcev v vezavnem mestu. Te napovedi oziroma ugotovitve so zelo pomembne pri 
načrtovanju novih ali optimizaciji že obstoječih zaviralcev. Po načrtovanju in sintezi spojin 
njihovo aktivnost na tarčnem encimu lahko preverimo z in vitro testom, nato pa preverimo 
še njihov potencial za protirakavo delovanje z in vitro testi na rakavih celičnih linijah. 
Prvo spojino purinskega tipa, ki se veže v ATP vezavno mesto DNA-topoizomeraze II so 
odkrili s pomočjo rešetanja visoke zmogljivosti knjižnice 1990 spojin ameriškega National 
Cancer Institute (NCI). Kasneje so prvotno spojino zadetek optimizirali in pripravili novo, 
bolj obetavno spojino, ki je na ATPaznem in vitro encimskem testu izkazovala močnejšo 
zaviralno delovanje (16). Strukturi spojin sta prikazani na sliki 12. 
 
 
Slika 12: Prva znana spojina purinski tipa (levo) in optimizirana spojina (desno) kot zaviralca 
DNA topoizomeraze IIα (prirejeno po 16).  
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Do sedaj je bilo odkritih veliko različnih strukturnih skupin nepurinskih zaviralcev DNA-
topoizomeraze IIα, ki se vežejo v ATP vezavno mesto encima. Primer so novi 
tiosemikarbazonski zaviralci, ki poleg zaviranja encima preko vezave v ATP vezavno mesto 
kelirajo tudi železove ione (slika 13). Posledično poleg zaviranja DNA-topoizomeraze IIα 
onemogočajo tudi delovanje proteinov, ki za svoje delovanje potrebujejo železo. 
Selektivno delovanje tiosemikarbazonski zaviralci dosežejo na podlagi večje potrebe 
rakavih celic po železu (16). 
 
 
Slika 13: Struktura tiosemikarbazonskega zaviralca, ki se veže v ATP vezavnem mestu 
DNA-topoizomeraze IIα (prirejeno po 16).  
 14 
 
2 NAMEN DELA 
 
Namen raziskovalnega dela je sintetizirati nove katalitične zaviralce DNA-topoizomeraze 
IIα, ki se vežejo na ATP-vezavno mesto encima in zavirajo njegovo delovanje. Posledično 
je katalitični cikel encima onemogočen, kar vodi do apoptoze celic. ATP-komeptitivni 
zaviralci so predvsem zanimivi zaradi drugačnega mehanizma delovanja v primerjavi z 
klinično uveljavljenim zaviralcev DNA-topoizomeraze IIα (topoizomerazni strupi), saj bi se 
potencialno lahko izognili nekaterim neželenim učinkom, ki se pojavijo pri zdravljenju s 
topoizomeraznimi strupi. Pojav rezistence proti zaviralcem DNA-topoizomeraze IIα, zaradi 
zmanjšanega izražanja encima, mutacije encima, ali aktivnega izčrpavanja zaviralcev iz 
rakavih celic tudi omejuje njihovo uporabo v klinični praksi. Zaradi omenjenih 
pomanjkljivosti topoizomeraznih strupov obstaja potreba po učinkovinah, ki bodo delovale 
po novih mehanizmih. 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani je bil 
nedavno odkrit nov (pirolamidni) strukturni tip ATP-kompetitivnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze IIα kot potencialnih protirakavih učinkovin (slika 14). Pri načrtovanju 
zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze IIα smo izhajali iz strukture ATP-kompetitivnih 
zaviralcev bakterijske topoizomeraze DNA-giraze iz bakterije Escherichia coli. N-
terminalni del DNA-topoizomeraze II, kateri sestavni del je ATP-vezavno mesto iz družine 
encimov GHKL (giraza, Hsp90, histidin-kinaza in MutL protein), je homologni B podenoti 
DNA-girazi na kateri se tudi nahaja vezavno mesto za ATP. 
 
 
Slika 14: Splošna struktura novih zaviralcev. 
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Predvidevamo, da se pirolamidni del novih zaviralcev veže v adeninski žep encima in tvori 
pomembno vodikovo vez z asparaginom 120 (Asn120). Z uvajanjem različnih substituentov 
na benzenov obroč želimo pridobiti dodatne interkakcije z aminokislinskimi ostanki v 
vezavnem mestu encima. Terminalni deli nekaterih od substituentov bodo vsebovali prosto 
karboksilno skupino, drugi pa metilni ester karboksilne skupine oziroma sulfonamidno 
skupino. Za te funkcionalne skupine predvidevamo, da bi lahko tvorile dodatne interakcije 
z magnezijevim ionom v vezavnem mestu in s polarnimi aminokislinskimi ostanki, ki se 
nahajajo v trifosfatnem žepu vezavnega mesta. Predvidena vezava ene izmed spojin v ATP-
vezavnem mestu topoizomeraze IIα je prikazana na sliki 15. 
 
 
Slika 15: Predvidena vezava spojine 23 v ATP-vezavnem mestu topoizomeraze IIα. 
 
Sintetizirali in ovrednotili bomo serijo spojin, ki smo jih načrtovali na podlagi na novo 
odkritega pirolamidnega tipa zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze II. Izhodna spojina 
za sintezo končnih spojin bo 5-hidroksi-2-nitrobenzojska kislina (slika 16). Za optimalno 
vodenje kemijske sinteze bomo reakcijske zmesi analizirali s sklopljeno metodo HPLC-MS. 
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Slika 16: 5-hidroksi-2-nitrobenzojska kislina. 
 
Končne spojine bomo ovrednotili s testom encimske zaviralne aktivnosti na DNA-
topoizomerazi II in testom citotoksičnosti na rakavi celični liniji MCF-7, s pomočjo česar 
bomo ocenili njihov potencial zaviranja celične rasti. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Reagenti in topila 
Za eksperimentalni del magistrske naloge smo uporabljali reagent in topila proizvajalcev 
Acros Organics, Apollo Scientific, Sigma-Aldrich, Merck in TCI. 
 
3.2 Risanje in poimenovanje spojin  
Risanje sinteznih shem, strukturnih formul spojin in poimenovanje spojin po IUPAC 
nomenklaturi smo izvedli s pomočjo računalniškega program ChemBioDraw Ultra 16.1 
proizvajalca CambridgeSoft. 
 
3.3 Kromatografske metode 
 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
S tankoplastno kromatografijo smo spremljali potek kemijskih reakcij, določali prisotnost 
sintetizirane spojine ter izbirali najustreznejše mobilne faze pri flash kolonski 
kromatografiji. Kot stacionarno fazo smo uporabljali TLC plošče Silica Gel 60 F254 
proizvajalca Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Kot 
mobilno fazo pa smo uporabljali diklorometan in metanol ali etilacetat in heksan v različnih 
razmerjih. Spojine na kromatografskih ploščicah smo detektirali pod UV svetlobo z valovno 
dolžino 254 nm ali 356 nm in z orositvenim reagentom ninhidrinom. 
 
3.3.2 Flash kolonska kromatografija 
Flash kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje produktov. Velikost steklenih 
kolon smo izbirali glede na maso vzorca, nanesenega na kolono, pri tem smo kot stacionarno 
fazo uporabili silikagel Silica Gel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 
mm, kot mobilno fazo pa smo uporabili diklorometan in metanol ali etilacetat in heksan v 
različnih razmerjih.  
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3.3.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC smo uporabili za preverjanje čistote končnih produktov. Analizo smo izvedli na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, na HPLC instrumentu Thermo Scientific 
Dionex Ultimate 3000 Binary Rapid Separation LC System (Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, ZDA). Uporabili smo kolono Aglient Eclipse Plus C18 (5µm, 4,6 mm x 150 
mm). Za pripravo mobilne faze so uporabili 0,1 % trifluoroocetne kisline v ultračisti vodi 
(A) in acetonitrila (B) (5-95 % B v 0,1 TFA v 16 min, do 20 min pri 5 % B). Volumen 
injiciranja je bil 10 µL, pretok mobilne faze pa 1,0 mL/min. 
 
3.4 Spektroskopske metode 
 
3.4.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrsko magnetno resonanco smo uporabili za identifikacijo spojin. 1H NMR spektri so bili 
posneti na spektrometru Bruker Advance III 400 MHz na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. Vzorce smo raztopili v CDCl3 ali DMSO-d6, kot interni standard pa je bil 
uporabljen TMS. Spektre smo obdelali s pomočjo računalniškega programa MestRe-C 
proizvajalca Mestrelab Reaserch. 
 
3.4.2 Infrardeča spektrometrija (IR) 
IR spektre spojin smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 FT-IR z 
uporabo tehnike oslabljene popolne odbojnosti (ATR, Attenuated total reflectance) na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Spektre smo analizirali s računalniškem 
program Omnic E.S.P. 5.2.  
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3.5 Sklopljene metode 
 
3.5.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti - masna spektrometrija (HPLC-
MS) 
HPLC-MS smo uporabili za identifikacijo in kvantifikacijo spojin. Analizo smo izvedli na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, na HPLC instrumentu Agilent 1260 Infinity II 
in spektrometru ADVION expression CMSL mass spectrometer (Advion Inc., Ithaca, ZDA). 
Spojine smo detektirali pri 220 in 254 nm. Uporabili smo kolono XBridge C18 (4,6 mm × 
150 mm, 3,5 µm). Za pripravo mobilne faze so uporabili 0,1 % mravljične kisline in 1 % 
acetonitrila v ultračisti vodi (A) in acetonitrila (B) (25-98 % B v 6 min, 0,5 min pri 98% B 
in do 10 min od 98 do 25 % B). Volumen injiciranja je bil 10 µL, pretok mobilne faze pa 1,0 
mL/min. 
 
3.6 Določanje temperature tališča 
Tališča spojin smo določali na Kofflerjevem mikroskopu proizvajalva Leica z ogrevalno 
mizico, na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
 
3.7 Biokemijska testiranja 
 
3.7.1 Testiranje encimske zaviralne aktivnosti na DNA-topoizomerazi II in 
določevanje IC50 
Testiranje encimske zaviralne aktivnosti na DNA-topoizomerazi II je opravil Žiga Skok na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani s pomočjo komercialno dostopnega 
relaksacijskega testa (Human Topo II alpha Relaxation Assay) proizvajalca Inspiralis. Kot 
substrat smo uporabili pNO1 v dodatno zviti obliki, ki ga DNA-topoizomeraza pretvori v 
sproščeno obliko. Dodatno zvit plazmid lahko tvori intermolekularni tripleks z biotinom in 
oligonukleotidom, sproščen plazmid pa ostane nevezan in se odstrani pri spiranju.  
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Zaviralce DNA-topoizomerazie II smo dodali v dveh različnih koncentracijah (100 µM in 
10 µM), njihovo zaviralno aktivnost (%) pa smo določili s pomočjo dodatka barvila 
Diamond Dye in merjenja fluorescence. Rezultate smo predstavili kot rezidualne aktivnosti 
(RA) encima pri določeni koncentraciji spojin. RA je razmerje med aktivnostjo encima ob 
dodatku spojine in aktivnostjo encima v odsotnosti spojine. Pri tem 0 % pomeni popolno 
zaviranje encima, 100 % pomeni, da zaviralnega delovanja ni.  
 
3.7.2 Meritve citotoksičnosti in vitro 
Citotoksičnost spojin smo določali v sodelovanju z raziskovalko Asist. dr. Darjo Gramec 
Skledar na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Reagent sestavljata MTS-reagent [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazol] v obliki soli in fenazin etosulfat (PES), ki je reagent za prenos 
elektronov. PES z MTS-reagentom tvori stabilno raztopino, ki prehaja v celice in se v 
mitohodrijih reducira do formazina. Količina formazina je sorazmerna številu živih 
metabolno aktivnih celic in jo lahko merimo spektrofotometrično. 
Celično linijo raka dojke (MCF-7) smo gojili v Eagle-ovem MEM (Minimum essential 
medium) mediju, dopolnili z L-glutaminom (2 mM), penicilinom/streptomicinom 
(100UI/mL / 100 µg/mL), 10 % fetalnim govejim serumom (FBS) in inzulinom (10 µg/mL). 
Celice smo inkubirali v vlažni atmosferi s 5 % CO2 pri 37 ºC in nasadili na mikrotitrsko 
ploščico s 96 vdolbinicami pri gostoti 2000 celic na vdolbinico v 100 µL rastnega medija in 
inkubirali 24 ur, da so se pritrdile v vdolbinice. Nato smo dodali 50 µL spojin pri 
koncentraciji 50 µM v DMSO (0,5 % končna koncentracija) in inkubirali 72 ur. Po tem smo 
dodali 10 µL reagent CellTiter96® Aqueous One Solution Reagent (Promega) za določitev 
števila preživelih celic. Plošče smo inkubirali še 3 ure, absorbanco (490 nm) pa izmerili s 
čitalcem mikrotitarskih plošč BioTek Synergy H4. Kot pozitivna kontrola je bil uporabljen 
etopozid [IC50 = 25,3 µM] in 0,5 % DMSO kot kontrola 100 % proliferacije celic. Za 
določanje preživetja celic smo rezultate celic s testnimi spojinami primerjali s celicami, 
inkubiranimi v 0,5 % DMSO. 
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Delež proliferacije celic je bil izračunan po enačbi 1 in rezultati so podani kot povprečje treh 
tehničnih replikatov s standardnim odklonom. 
 
delež proliferacije =
A (vzorec) − A(slepa)
A(DMSO) − A(slepa)
 𝑥 100 [%] 
 
Enačba 1: Računanje deleža proliferacije celic. 
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4 Eksperimentalno delo 
 
4.1 Sinteza metil 4-(2-aminoetil)benzoata  
 
 
Spojini 1 (1 g, 4,97 mmol) smo dodali 50 mL metanola, 6 kapljic koncentrirane žveplove 
kisline in pustili reakcijsko zmes na oljni kopeli (65 ºC) čez noč. Ko je reakcija potekla, 
smo topilo odparili pod znižanem tlaku in dodali 100 mL etil acetata, ter spirali z nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2×30 mL), vodo (2×30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (2×30 mL). 
Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odparili topilo pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 762 mg spojine 1. 
Metil 4-(2-aminoetil)benzoat 
Molekulska formula: C10H13NO2 Ttališča: / 
Mr: 179,22 Rf: 0,23 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: rumeno olje Izkoristek: 71,2 % 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ [ppm] = 1,38 (s, 2H, -NH2), 2,81, (t, 2H, J = 6,8 Hz, -CH2-CH2-NH2 
ali -CH2-CH2-NH2), 2,99 (t, 2H, J = 6,8 Hz, -CH2-CH2-NH2 ali -CH2-
CH2-NH2), 3,90 (s, 3H, -COO-CH3), 7,27 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 
7,97 (d, 2H, J = 8,3, Ar-H) 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3350, 2940, 2864, 1720, 1631, 1538, 1503, 1434, 1386, 
1278, 1180, 1107, 1019, 958, 847, 763, 704, 632, 595.  
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4.2 Sinteza metil 4-(2-(5-hidroksi-2-nitrobenzamido)etil)benzoata 
 
 
Na ledeni kopeli smo v 30 mL DMF raztopili spojino 3 (511 mg, 2,79 mmol, 1 ekv.) ter 
dodali EDC (642 mg, 3,35 mmol, 1,2 ekv.), HOBt (555 mg, 3,63 mmol, 1,3 ekv.) in NMM 
(613 µL, 5,580 mmol, 2 ekv.). Po 20 minutah mešanja na ledeni kopeli smo dodali spojino 
2 (500 mg, 2,79 mmol, 1 ekv.) in pustili da reakcija poteka čez noč pri sobni temperaturi. 
Nato smo v reakcijsko zmes dodali 150 mL etil acetata in spirali z 10 % citronsko kislino 
(3×100 mL), vodo (2×100 mL) ter nasičeno raztopino NaCl (2×100 mL). Organsko fazo 
smo posušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Dobili smo 1,2 g surovega produkta, ki smo ga očistili s kristalizacijo iz acetonitrila. Dobili 
smo 617 mg spojine 4. 
Metil 4-(2-(5-hidroksi-2-nitrobenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C17H16N2O6 Ttališča: 172-179 
Mr: 344,32 Rf: 0,33 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: svetlo rumen prašek Izkoristek: 64,2 % 
1H NMR 
(400 M Hz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,90 (t, 2H, J = 7,1 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,47 (q, 2H, J = 
6,8 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,84 (s, 3H, Ar-COOCH3), 6,69 (d, 1H, J 
= 2,6 Hz, Ar-HA-6), 6,92 (dd, 1H, J1 = 9,0 Hz, J2 = 2,6 Hz, Ar-HA-4), 
7,42 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 7,91 (d, 2H, J = 8,3, Ar-HB), 7,99 (d, 
1H, J = 9,0 Hz, Ar-HA-3), 8,61 (t, 1H, J = 5,6 Hz, Ar-CO-NH-), 11,14 
(s, 1H, Ar-OH). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3278, 1698, 1643, 1608, 1579, 1543, 1510, 1478, 1438, 
1328, 1289, 1230, 1193, 1109, 1083, 1021, 964, 884, 847, 764, 682. 
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4.3 Sinteza metil 4-(2-(2-amino-5-hidroksibenzamido)etil)benzoata 
 
 
Spojino 4 (350 mg, 1,016 mmoL, 1 ekv.), smo raztopili v 100 mL metanola in prepihali z 
inertnim argonom, dodali Pd/C (70 mg) in prepihali z vodikom. Pustili smo, da reakcija 
poteka čez noč pod vodikovo atmosfero. Nato smo Pd/C odfiltrirali s presesavanjem in 
matičnici odstranili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 307 mg spojine 5. 
Metil 4-(2-(2-amino-5-hidroksibenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C17H18N2O4 Ttališča: 123-125 
Mr: 314,34 Rf: 0,50 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: temno rjavo olje Izkoristek: 87,7 % 
1H NMR 
(400 M Hz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,89 (t, 2H, J = 7,1 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,44 (q, 2H, J = 
6,9 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,83 (s, 3H, Ar-COO-CH3), 5,63 (s, 2H, Ar-
NH2), 6,53 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-HA-3), 6,66 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz, J2 = 
2,8 Ar-HA-4), 6,80 (d, 1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-6), 7,39 (d, 2H, J = 8,3 
Hz, Ar-HB), 7,89 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB ), 8,23 (t, 1H, J = 5,5 Hz, 
Ar-CO-NH-), 8,56 (s, 1H, Ar-OH) 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3406, 3322, 3225, 2950, 1706, 1593, 1541, 1434, 1371, 
1339, 1310, 1281, 1236, 1182, 1107, 1059, 1018, 958, 868, 828, 156, 
706. 
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4.4 Sinteza metil 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksi 
benzamido)etil)benzoata 
 
 
Spojini 6 (85 mg, 318 μmol, 1 ekv.) smo dodali 10 mL brezvodnega DKM in prepihali z 
argonom. Nato smo dodali spojino 7 (273 µL, 3,18 mmol, 10 ekv.) in pustili da reakcija 
poteče čez noč pod argonovo atmosfero. Ko je reakcija potekla smo topilo odparili pod 
znižanim tlakom in dobili spojino 8. 
 
Spojini 8 (318 µmol, 1 ekv.) smo dodali spojino 5 (100 mg, 318 µmol, 1 ekv.), 10 mL 
brezvodnega DKM ter 0.5 mL pridina. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli (45ºC, 
2h). Ko je reakcija potekla, smo reakcijsko zmes ohladili na sobni temperaturi in dodali ~10 
mL 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem. Dobili smo 
47,5 mg spojine 9. 
Metil 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksibenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C22H19Br2N3O5 Ttališča: 220-226 
Mr: 565,23 Rf: 0,7 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 26,5 % 
1H NMR 
(400 M Hz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,91 (t, 2H, J = 6,9 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,55 (q, 2H, J = 
6,7 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,79 (s, 3H, Ar-COO-CH3), 6,62 (d, 1H, J 
= 2,7 Hz, pirol-CH), 6,93 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,7 Hz, Ar-HA-4), 
7,06 (d, 1H, J =2,74 Hz, Ar-HA-6), 7,38 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-HB), 
7,84 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-HB), 8,17 (d, 1H, J = 8,9 Hz, Ar-HA-3), 8,80 
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(t, 1H, J = 5,4 Hz, Ar-CO-NH), 9,59 (s, 1H, Ar-OH ali pirol-CO-NH), 
11,36 (s, 1H, Ar-OH ali pirol-CO-NH), 12,97 (d, 1H, J = 2,2 Hz, pirol-
NH). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3396, 3296, 3205, 1696, 1661, 1598, 1536, 1441, 1294, 
1258, 1217, 1182, 1117, 1060, 1018, 971, 877, 802. 
HR-MS  Izmerjena masa: 561,9619; izračunana masa: 561,9619. 
HPLC tr = 11,85 min; čistoča: 97,4 %  
 
 
4.5 Sinteza 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksi 
benzamido)etil)benzojske kisline 
 
 
Spojino 9 (30 mg, 55,84 µmol, 1 ekv.) smo raztopili v 10 mL metanola in 2 mL THF, nato 
smo dodali 4M NaOH (279 µL). Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli (65 ºC) čez 
noč. Ko je reakcija potekla smo topilo odparili pod znižanem tlakom in nato nakisali do 
pH=1-2 z 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem in 
posušili v sušilniku (60 ºC, 12h). 
4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksibenzamido)etil)benzojska kislina 
Molekulska formula: C21H17Br2N3O5 Ttališča: 252-254 
Mr: 551,19 Rf: 0,53(DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 78,7 % 
1H NMR 
(400 M Hz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,92 (t, 2H, J = 6,9 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,53 (q, 2H, J = 
6,4 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 6,72 (s, 1H, pirol-CH-), 6,94 (dd, 1H, J1 = 
8,9 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,07 (d, 1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-6), 7,37 
(d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 7,86 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-HB), 8,17 (d, 
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1H, J = 8,9 Hz, Ar-HA-3), 8,80 (t, 1H, J = 5,4 Hz, Ar-CO-NH), 9,59 (s, 
1H, Ar-OH ali Ar-NH-CO-), 11,49 (s, 1H, Ar-OH ali Ar-NH-CO-), 
12,81 (s, 1H, Ar-COOH), 12,99 (s, 1H, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3299, 3167, 1685, 1647, 1596, 1533, 1445, 1392, 1329, 1239, 
1221, 1179, 1121, 1059, 1021, 971, 941, 819. 
HR-MS (ESI) Izmerjena masa: [M+H]+: 547,9461; izračunana masa: 547,9462. 
HPLC tr = 10,23: čistoča: 95,4 % 
 
 
4.6 Sinteza metil 4-(2-aminometil)benzoata 
 
 
Spojini 11 (700 mg, 4,14 mmol) smo dodali 35 mL metanola, 4 kapljice koncentrirane 
žveplove kisline in pustili reakcijsko zmes na oljni kopeli (68 ºC) čez noč. Reakcija ni 
potekla, zaradi česar smo dodali še 1 mL koncentrirane žveplove kisline in pustili reakcijsko 
zmes na oljni kopeli čez noč. Ko je reakcija potekla, smo topilo odparili pod znižanim tlakom 
in dodali 150 mL etilacetata, ter spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2×50 mL), vodo 
(2×50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (2×30 mL). Organsko fazo smo posušili nad 
brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 724 mg 
spojine 12. 
Metil 4-(2-aminometil)benzoat 
Molekulska formula: C9H11NO2 Ttališča: 93-97 
Mr: 165,19 Rf: 0,36 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: rumeno olje Izkoristek: 95 % 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ [ppm] = 3,93 (s, 3H, Ar-COO-CH3), 3,96 (s, 2H, Ar-CH2-NH2), 7,40-
7,43 (m, 2H, Ar-H), 8,03 (m, 2H, Ar-H), signal za NH2 ne vidmo v NMR 
spektru. 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 2962, 1716, 1641, 1612, 1543, 1504, 1433, 1413, 1373, 1271, 
1192, 1105, 1045, 1016, 958, 933, 854, 838, 818, 752, 694, 630. 
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4.7 Sinteza metil 4-((5-hidroksi-2-nitrobenzamido)metil)benzoata 
 
 
Na ledeni kopeli smo v 20 mL DMF raztopili spojino 3 (333 mg, 1,82 mmol, 1 ekv.) ter 
dodali EDC (418 mg, 2,18 mmol, 1,2 ekv.), HOBt (362 mg, 2,36 mmol, 1,3 ekv) in NMM 
(399 µL, 3,63 mmol, 2 ekv.). Po 20 minutah mešanja na ledeni kopeli smo dodali spojino 12 
(300 mg, 1,82 mmol, 1 ekv.) in pustili, da reakcija poteka čez noč pri sobni temperaturi. 
Nato smo v reakcijsko zmes dodali 60 mL etil acetata in spirali z 10 % citronsko kislino 
(2×30 mL), vodo (2×30 mL) ter nasičeno raztopino NaCl (1×30 mL). Organsko fazo smo 
posušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali, odparili topilo pod znižanim tlakom in surovi 
produkt očistili s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo tri mobilne faze in sicer začeli 
smo z mobilno fazo: DKM:MeOH=50:1, nadaljevali z DKM:MeOH=30:1 in zaključili z 
DKM:MeOH=9:1. Dobili smo 346 mg spojine 13. 
Metil 4-((5-hidroksi-2-nitrobenzamido)metil)benzoat 
Molekulska formula: C16H14N2O6 Ttališča: 185-188 
Mr: 330,30 Rf: 0,22 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: svetlo rumen prašek Izkoristek: 57,7 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,85 (s, 3H, Ar-COO-CH3), 4,5 (d, 2H, J = 5,9 Hz, Ar-CH2-
NH-), 6,85 (d, 1H, J = 2,6 Hz, Ar-HA-6), 6,95 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz, J2 
= 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,50 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 7,94 (d, 2H, J = 
8,4 Hz, Ar-HB), 8,02 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Ar-HA-3), 9,13 (t, 1H, J = 
6,0 Hz, Ar-CO-NH-), 11,17 (s, 1H, Ar-OH). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3307, 3079, 1691, 1650, 1617, 1556, 1428, 1320, 1293, 
1217, 1189, 1114, 1080, 1047, 1002, 959, 871, 843, 826, 745, 686, 
656, 614. 
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4.8 Sinteza metil 4-((2-amino-5-hidroksibenzamido)metil)benzoata 
 
 
Spojino 13 (240 mg, 727 μmol), smo raztopili v 55 mL metanola in prepihali z inertnim 
argonom, dodali Pd/C (48 mg) in prepihali z vodikom. Pustili smo, da reakcija poteka čez 
noč pod vodikovo atmosfero. Nato smo Pd/C odfiltrirali s presesavanjem in matičnici 
odstranili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 211 mg spojine 14. 
Metil 4-((2-amino-5-hidroksibenzamido) metil) benzoat 
Molekulska formula: C16H16N2O4 Ttališča: 165-167 
Mr: 330,31 Rf: 0,26 (Hex:EtoAc=2:3) 
Izgled: rjav prašek Izkoristek: 96,9 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,84 (s, 3H, Ar-COO-CH3), 4.46 (d, 2H, J = 5.9 Hz, Ar-CH2-
NH), 5.72 (s, 2H, Ar-NH2), 6,56 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-HA-3), 6,69 (dd, 
1H, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 6,96 (d, 1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-
6), 7,43 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 7,92 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 8,59 
(s, 1H, Ar-OH), 8,80 (t, 2H, J = 5,9 Hz, Ar-CO-NH-) 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3489, 3358, 2955, 1703, 1654, 1527, 1490, 1454, 1433, 
1356, 1314, 1282, 1248, 1216, 1155, 1103, 1021, 988, 953, 915, 868, 
832, 756. 
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4.9 Sinteza metil 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksi 
benzamido)metil)benzoata 
 
 
Spojini 8 (54 mg, 186 μmol, 1 ekv.) smo dodali spojino 14 (56 mg, 186 μmol, 1 ekv.), 5 mL 
brezvodnega DKM ter 0,5 mL pridina. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli (45ºC, 
2h). Ko je reakcija potekla, smo reakcijsko zmes ohladili na sobno temperaturo in dodali 11 
mL 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem. Dobili smo 
56 mg spojine, ki glede na NMR ni bila čista. Dobljeno oborino smo suspendirali v 
DKM:MeOH=9:1 in odfiltrirali z presesavanjem ter tako očistili. Dobili smo 22 mg spojine 
15. Matičnico smo naprej očistili z kolonsko kromatografijo (mobilne faze: DKM, 
DKM:MeOH=50:1 in DKM:MeOH=9:1) in dobili še 15 mg spojine 15. 
Metil 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksibenzamido)metil)benzoat 
Molekulska formula: C21H17N3O5 Ttališča: 136-140 
Mr: 551,19 Rf: 0,56 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 36, 1 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,83 (s. 3H, Ar-COO-CH3), 4,54 (d, 2H, J = 5,9 Hz, Ar-CH2-
NH-), 6,70 (d, 1H, J = 2,7 Hz, pirol-CH), 6,97 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz, J2 
= 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,21 (d, 1H, J = 2,0 Hz, Ar-HA-6), 7,45 (d, 2H, J 
= 8,3 Hz, Ar-HB), 7,90 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 8,10 (d, 1H, J =8,9 
Hz, Ar-HA-3), 9,31 (t, 1H, J = 7,7 Hz, Ar-CO-NH-), 9,63 (s, 1H, Ar-
OH ali Ar-NH-CO), 11,31 (s, 1H, Ar-OH ali Ar-NH-CO ), 12,98 (d, 
1H, J = 2,4 Hz, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3419, 3289, 3188, 2956, 2023, 1700, 1656, 1604, 1520, 1435, 
1415, 1287, 1214, 1181, 1113, 1018, 971, 924, 878, 807, 748. 
HR-MS (ESI) Izmerjena masa: [M+H]+: 549,9615; izračunana masa: 549,9608. 
HPLC tr = 11,41 min; čistoča: 93,1 %  
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4.10 Sinteza metil 4-(2-(5-metoksi-2-nitrobenzamido)etil)benzoata 
 
 
Spojino 4 (158 mg, 459 µmol, 1 ekv.) smo raztopili v 5 ml DMF, dodali MeI (43 µL, 688 
µmol, 1,5 ekv.), K2CO3 (76 mg, 551 µmol, 1,2 ekv.) in pustili da reakcija poteka na sobni 
temperaturi. Nato smo v reakcijsko zmes dodali 60 mL etilacetata ter spirali z 10 % citronsko 
kislino (2×30 mL) in vodo (2×20 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, 
prefiltrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 140 mg spojine 16. 
Metil 4-(2-(5-metoksi-2-nitrobenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C18H18N2O6 Ttališča: 125-130 
Mr: 358,35 Rf: 0,38 (Hex:EtOAc=2:3) 
Izgled: bel prašek Izkoristek: 85,1 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,91 (t, 2H, J = 7,1 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,48 (q, 2H, J = 
7,1 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,84 (s, 3H, Ar-O-CH3 ali Ar-COO-CH3), 
3,88 (s, 3H, Ar-COO-CH3 ali Ar-O-CH3), 6,90 (d, 1H, J = 2,8 Hz, Ar-
HA-6), 7,15 (dd, 1H, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,43 (d, 2H, J = 
8,4 Hz, Ar-HB), 7,90 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar-HB), 8,07 (d, 1H, J = 9,1 Hz, 
Ar-HA-3), 8,67 (t, 1H, J = 5,5 Hz, Ar-CO-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] =3280, 2948, 2035, 1713, 1667, 1649, 1612, 1576, 1543, 1507, 
1476, 1438, 1345, 1322, 1275, 1237, 1181, 1147, 1108, 1083, 1019, 
962, 920, 887, 855, 831, 805, 767. 
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4.11 Sinteza metil 4-(2-(2-amino-5-metoksibenzamido)etil)benzoata 
 
 
Spojino 16 (125 mg, 349 µmol), smo raztopili v 50 mL metanola in prepihali z inertnim 
argonom, dodali Pd/C (25 mg) in prepihali z vodikom. Pustili smo, da reakcija poteka čez 
noč pod vodikovo atmosfero. Nato smo Pd/C odfiltrirali s presesavanjem in matičnici 
odstranili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 108 mg spojine 17. 
Metil 4-(2-(2-amino-5-metoksibenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C18H20N2O4 Ttališča: / 
Mr: 328,37 Rf: 0,55 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: rumeno olje Izkoristek: 94,29 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,91 (t, 2H, J = 7,2 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,46 (q, 2H, J = 
6,7 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,66 (s, 3H, Ar-O-CH3 ali Ar-COO-CH3), 
3,83 (s, 3H, Ar-COO-CH3 ali Ar-O-CH3), 5,90 (s, 2H, Ar-NH2), 6,63 (d, 
1H, J = 8,8 Hz, Ar-HA-3), 6,82 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,9 Hz, Ar-HA-
4), 6,96 (d, 1H, J = 2,9 Hz, Ar-HA-6), 7,40 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 
7,89 (d, 2H, J = 8., Hz, Ar-HB), 8,32 (t, 1H, J = 5,5 Hz, Ar-CO-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3354, 2950, 1716, 1639, 1607, 1516, 1435, 1365, 1276, 
1226, 1178, 1106, 1037, 969, 864, 815, 763. 
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4.12 Sinteza metil 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksi 
benzamido)etil)benzoata 
 
 
Spojini 8 (44 mg, 152 µmol, 1 ekv.) smo dodali spojino 17 (50 mg, 152 µmol, 1 ekv.), 5 mL 
brezvodnega DKM ter 0,5 mL pridina. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli (45ºC, 
2h). Ko je reakcija potekla, smo reakcijsko zmes ohladili na sobni temperaturi in dodali 2 
mL 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem. Dobili smo 
29,17 mg spojine 18. Matičnici smo dodali 15 mL DKM ter spirali z 1M HCl (1×5 mL), 
nasičeno raztopino NaHCO3 (1×10 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1×10 mL). Organsko 
fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odstranili topilo pod znižanim 
tlakom. Dobili smo 15 mg spojine 18. 
Metil 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzamido)etil)benzoat 
Molekulska formula: C23H21Br2N3O5 Ttališča: 155-160 
Mr: 579,25 Rf: 0,51 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 53,4 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 2,94 (t, 2h, J = 6,9 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,60 (q, 2H, J = 6,6 
Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,79 (s, 3H, Ar-O-CH3 ali Ar-COO-CH3), 3,80 (s, 
3H, Ar-COO-CH3 ali Ar-O-CH3), 6,65 (d, 1H, J = 2,6 Hz, pirol-CH), 7,14 
(dd, 1H, J1 = 9,0 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,24 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Ar-HA-
6), 7,40 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-HB), 7,85 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 8,34 
(d, 1H, J = 9,1 Hz, Ar-HA-3), 8,90 (t, 1H, J = 5,5 Hz, Ar-CO-NH), 11,59 
(s, 1H, Ar-NH-CO-), 13,02 (d, J = 2,2 Hz, 1H, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3415, 3177, 2950, 1707, 1657, 1595, 1522, 1431, 1334, 1281, 
1246, 1225, 1182, 1153, 1107, 1034, 972, 879, 808, 756. 
HR-MS (ESI) Izmerjena masa: [M+H]+:577,9916; izračunana masa: 577,9921. 
HPLC tr = 7,33 min; čistoča: 98,1 % 
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4.13 Sinteza 4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksi 
benzamido)etil)benzojske kisline 
 
 
Spojino 18, ki smo jo dobili iz matičnice (15 mg, 25,89 µmol, 1 ekv.), smo raztopili v 5 mL 
dioksana, nato smo dodali 4M NaOH (130 µL, 518 µmol, 20 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
segrevali na oljni kopeli (65 ºC) čez noč. Ko je reakcija potekla smo topilo odparili pod 
znižanim tlakom in nato nakisali do pH=1-2 z 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo 
odfiltrirali s presesavanjem. Surovi produkt smo očistili s kristalizacijo iz metanola. Dobili 
smo 3,30 mg spojine 19. 
4-(2-(2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzamido)etil)benzojska kislina 
Molekulska formula: C22H19Br2N3O5 Ttališča: 239-243 
Mr: 565,22 Rf: 0,37 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek:22,5 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] =2,94 (t, 2H, J = 7,0 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,56 (q, 2H, J = 
6,6 Hz, Ar-CH2-CH2-NH-), 3,78 (s, 3H, Ar-O-CH3), 6,75 (d, 1H, J = 2,7, 
pirol-CH), 7,14 (dd, 1H, J1 = 9,1 Hz, J2 = 9,1 Hz, Ar-HA-4), 7,24 (d, 1H, 
J = 2,9 Hz, Ar-HA-3), 7,38 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-HB), 7,86 (d, 2H, J = 
8,2 Hz, Ar-HB), 8,33 (d, 1H, J = 9,1 Hz, Ar-HA-3), 8,90 (t, 1H, J = 5,9 
Hz, Ar-CO-NH-), 11,72 (s, 1H, Ar-NH-CO-), 12,80 (s, 1H, Ar-COOH), 
13,04 (d, J = 2,2 Hz, 1H, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3302, 3183, 2951, 1688, 1657, 1595, 1523, 1463, 1419, 
1287, 1228, 1181, 1152, 1106, 1054, 974, 916, 880, 861, 804, 749. 
HR-MS Izmerjena masa: [M+H]+: 563,9759; izračunana masa: 563,9764. 
HPLC tr = 11,55 min; čistoča: 95,3 % 
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4.14 Sinteza metil 4-((5-metoksi-2-nitrobenzamido)metil)benzoata 
 
 
Spojino 13 (250 mg, 757.µmol, 1 ekv.) smo raztopili v 15 mL DMF, dodali MeI (56,54 µL, 
908 µmol, 1,2 ekv.), K2CO3 (157 mg, 1,14 mmol, 1,5 ekv.) in pustili, da reakcija poteka na 
sobni temperaturi (24 h). Ker reakcija po 24 h še ni potekla do konca smo dodali še 20 µL 
MeI in pustili da reakcija poteka na sobni temperaturi (24 h). Nato smo v reakcijsko zmes 
dodali 80 mL etilacetata ter spirali z 10 % citronsko kislino (2×50 mL) in vodo (2×20 mL). 
Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odstranili topilo pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 277 mg spojine 20. 
Metil 4-((5-metoksi-2-nitrobenzamido)metil)benzoat 
Molekulska formula: C17H16N2O6 Ttališča: 119-125 
Mr: 344,32 Rf: 0,37 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: bel prašek Izkoristek: 106,3 % 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,85 (s, 3H, Ar-O-CH3 ali Ar-COO-CH3), 3,92 (s, 3H, Ar-O-
CH3 ali Ar-COO-CH3), 4,53 (d, 2H, J = 5,9 Hz, Ar-CH2-NH-), 7,11 (d, 
1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-6), 7,19 (dd, 1H, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,7 Hz, Ar-
HA-4), 7,52 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 7,95 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-
HB), 8,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Ar-HA-3), 9,17 (t, 1H, J = 5,9 Hz, Ar-CO-
NH-).  
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3491, 3290, 1746, 1707, 1649, 1614, 1576, 1537, 1510, 1423, 
1392, 1344, 1321, 1283, 1241, 1178, 1141, 1111, 1085, 1022, 998, 963, 
903, 882, 833, 747. 
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4.15 Sinteza metil 4-((2-amino-5-metoksibenzamido)metil)benzoata 
 
 
Spojino 20 (230 mg, 668 µmol, 1 ekv. ), smo raztopili v 50 mL metanola in prepihali z 
inertnim argonom, dodali Pd/C (46 mg) in prepihali z vodikom. Pustili smo, da reakcija 
poteka čez noč pod vodikovo atmosfero. Nato smo Pd/C odfiltrirali s presesavanjem in 
matičnici odstranili topilo pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo dvakrat čistili s 
kolonsko kromatografijo. Najprej smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH=40:1 vendar 
produkta nismo uspeli dobro očistiti. Nato smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH=50:1 
in dobili 129 mg spojine 21. 
Metil 4-((2-amino-5-metoksibenzamido)metil)benzoat 
Molekulska formula: C17H18N2O4 Ttališča: / 
Mr: 314,34 Rf: 0,20 (DKM:MeOH=40:1) 
Izgled: rumeno olje Izkoristek: 33,3 % 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ [ppm]= 3,69 (s, 3H, Ar-CO-CH3 Ali Ar-COO-CH3), 3,91 (s, 3H, Ar-
COO-CH3 ali Ar-CO-CH3), 4,64 (d, 2H, J = 5,8 Hz, Ar-CH2-NH-), 6,68 
(d, 1H, J = 8,8 Hz, Ar-HA-3), 6,75 (t, 1H, J = 5,2 Hz, Ar-CO-NH-), 
6,88 (dd, 1H, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 6,95 (d, 1H, J = 2,8 
Hz, Ar-HA-6), 7,39 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-HB), 8,0 (d, 2H. J = 8,4 Hz, 
Ar-HB), signal za –NH2 v NMR spektru ne vidimo. 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3419, 3305, 2949, 2835, 1711, 1637, 1588, 1526, 1495, 1432, 
1361, 1275, 1234, 1178, 1153, 1104, 1041, 1020, 986, 902, 823, 749. 
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4.16 Sinteza metil 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksi 
benzamido)metil)benzoata 
 
 
Spojini 8 (54 mg, 188 µmol, 1 ekv.) smo dodali spojino 21 (59 mg, 188 µmol, 1 ekv.), 5 mL 
brezvodnega DKM ter 0,5 mL pridina. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli (45ºC, 
2h). Ko je reakcija potekla, smo reakcijsko zmes ohladili na sobni temperaturi in dodali 11 
mL 1M HCl. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem. Dobili smo 
35 mg spojine 22. Matičnici smo dodali 1M HCl, pri čemer je izpadla dodatna oborina, ki 
smo jo odfitrirali s presesavanjem. Dobili smo še 5,35 mg spojine 22. 
Metil 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzamido)metil)benzoat 
Molekulska formula: C22H19Br2N3O4 Ttališča: 235-240 
Mr: 565,22 Rf: 0,73 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 37,9 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,81 (s, 1H, Ar-O-CH3 ali Ar-COO-CH3), 3,83 (s, 1H, Ar-
COO-CH3 ali Ar-O-CH3), 4,59 (d, 1H, J = 5,8 Hz, Ar-CH2-NH-), 6,72 
(d, 1H, J = 2,7 Hz, pirol-CH-), 7,17 (dd, 1H, J1=9,1 Hz, J2=2,9 Hz, Ar-
HA-4),7,2 (d, 1H, J = 2,9 Hz, Ar-HA-6), 7,48 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-
HB), 7,92 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 8,30 (d, 1H, J = 9,1 Hz, Ar-HA-
3), 9,43 (t, 1H, J = 5,9 Hz, Ar-CO-NH-), 11,65 (s, 1H, Ar-NH-CO-), 
13,03 (d, 1H, J = 2,5 Hz, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] =3271, 3192, 2951, 1721, 1657, 1634, 1525, 1471, 1418, 
1358, 1335, 1283, 1247, 1225, 1181, 1151, 1106, 1043, 1019, 987, 
972, 924, 877, 810, 750. 
HM-RS (ESI) Izmerjena masa: [M+H]+: 561,9616; izračunana masa: 561,9616  
HPLC tr = 13,00 min; čistoča: 95,2 %  
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4.17 Sinteza 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksi 
benzamido)metil)benzojske kisline 
 
 
Spojino 22 (18 mg, 32,47 µmol, 1 ekv.) smo raztopili v 6 mL MeOH in 2 ml THF, nato smo 
dodali 4M NaOH (162 µL, 649 µmol, 20 ekv.). Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni 
kopeli (65 ºC) čez noč. Ko je reakcija potekla, smo topilo odparili pod znižanim tlakom in 
nato nakisali z 1M HCl do pH=1-2. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali s 
presesavanjem. Surovi produkt smo očistili s kristalizacijo iz metanola. Dobili smo 3 mg 
spojine 23. 
4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzamido)metil)benzojska kislina 
Molekulska formula: C21H17Br2N3O5 Ttališča:248-255 
Mr: 551,22 Rf: 0,24 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: rijavi prah Izkoristek: 16,8 % 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 3,81 (s, 3H, Ar-O-CH3), 4,59 (d, 2H, J = 5,7 Hz, Ar-CH2-
NH-), 6,73 (d, 1H, J = 2,7 Hz, pirol-CH-), 7,17 (dd, 1H, J1 = 9,1 Hz, J2 
= 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,47-7,43 (m, 3H, 2x Ar-HB in Ar-HA-6), 7,91 (d, 
2H, J =8,3 Hz, Ar-HB), 8,34 (d, 1H, J = 9,1 Hz, Ar-HA-3), 9,44 (t, 1H, 
J = 5,9 Hz, Ar-CH2-NH-), 11,74 (s, 1H, Ar-NH-CO-), 12,88 (s, 1H, Ar-
COOH), 13,04 (d, 1H, J = 2,3 Hz, pirol-NH-). 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3301, 3204, 1695, 1656, 1597, 1523, 1470, 1419, 1321, 1288, 
1245, 1223, 1179, 1150, 1179, 1150, 1104, 1046, 972, 879, 810, 748. 
HM-RS Izmerjena masa: [M+H]+: 556,9619; izračunana masa: 566,9619. 
HPLC tr = 8,33 min; čistoča: 95,4 %  
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4.18 Sinteza 5-hidroksi-2-nitro-N-(4-sulfamoilbenzil)benzamida 
 
 
Na ledeni kopeli smo v 50 mL DMF raztopili spojino 3 (576 mg, 3,14 mmol, 1 ekv.) ter 
dodali EDC (723 mg, 3,77 mmol, 1,2 ekv.), HOBt (626 mg, 4,09 mmol, 1,3 ekv) in NMM 
(1,04 ml, 9,43 mmol, 2 ekv). Po 20 minutah mešanja na ledeni kopeli smo dodali spojino 24 
(700 mg, 3,14 mmol, 1 ekv.) in pustili da reakcija poteka čez noč pri sobni temperaturi. Nato 
smo v reakcijsko zmes dodali 130 mL etil acetata in spirali z 10 % citronsko kislino (2×60 
mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2×60 mL) ter nasičeno raztopino NaCl (1×60 mL). 
Organsko fazo smo posušili z brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in odparili topilo pod 
znižanim tlakom. Surovi produkt smo čistili s kristalizacijo iz acetonitrila. Dobili smo 177,49 
mg spojine 25. 
5-hidroksi-2-nitro-N-(4-sulfamoilbenzil)benzamid 
Molekulska formula: C14H13N3O6S Ttališča: 160-163 
Mr: 351,33 Rf: 0,15 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: bel prašek Izkoristek: 16,1 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 4,49 (d, 2H, J = 6.0 Hz, Ar-CH2-NH-), 6,85 (d, 1H, J = 2,6 
Hz, Ar-HA-6), 6,95 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,7 Hz, Ar- HA-4), 7.34 (s, 
2H, Ar-SOO-NH2), 7,53 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 7,80 (d, 2H, J = 8,4 
Hz, Ar-HB), 8,02 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Ar-HA-3), 9,13 (t, 1H, J = 5,8 Hz, 
Ar-CO-NH-), 11,20 (s, 1H, Ar-OH) 
IR (ATR) 
ν [cm-1] = 3294, 3144, 3102, 3053, 2952, 2892, 2840, 2773, 2596, 1641, 
1590, 1584, 1512, 1489, 1437, 1396, 1343, 1328, 1306, 1261, 1178, 
1151, 1093, 1073, 1042, 1019, 994, 910, 872 ,837. 
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4.19 Sinteza 2-amino-5-hidroksi-N-(4-sulfamoilbenzil)benzamida 
 
 
Spojino 25 (178 mg, 505 µmol, 1 ekv.), smo raztopili v 25 mL metanola in prepihali z 
inertnim argonom, dodali Pd/C (36 mg) in prepihali z vodikom. Pustili smo, da reakcija 
poteka čez noč pod vodikovo atmosfero. Nato smo Pd/C odfiltrirali s presesavanjem in 
odstranili topilo pod znižanim tlakom. Glede na NMR produkt ni čist. Pri HPLC-MS analizi 
surovega produkta smo opazili prisotnost reagenta HOBt, ki smo ga uporabili v prejšnji 
stopnji sinteze. Da bi se znebili HOBt-a, smo surovemu produktu dodali 40 mL etil acetata 
in sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2×10 mL). Organsko fazo smo posušili z 
brezvodnim Na2SO4, odfiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 90 mg 
spojine 26. 
2-amino-5-hidroksi-N-(4-sulfamoilbenzil)benzamid 
Molekulska formula: C14H15N3O4S Ttališča: 95-97 
Mr: 321,35 Rf: 0,26 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: rjav prašek Izkoristek: 55,4 % 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ [ppm] = 4,45 (d, 2H, J = 5,9 Hz, Ar-CH2-NH-), 5,71 (s, 2H, Ar-NH2), 
6,57 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-HA-3), 6,70 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,7 Hz, 
Ar-HA-4), 6,97 (d, 1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-6), 7,31 (s, 2H, Ar-SOO-NH2), 
7,47 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-HB), 7,77 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-HB), 8,60 
(s, 1H, Ar-OH), 8,81 (t, 1H, J = 5,9 Hz, Ar-CO-NH-).  
IR 
ν [cm-1] = 3308, 1642, 1531, 1448, 1412, 1314, 1229, 1152, 1095, 
1002, 822. 
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4.20 Sinteza 4,5-dibromo-N-(-4-hidroksi-2-((4-sulfamoilbenzil)karbamoil) 
fenil)-1H-pirol-2-karboksamida 
 
 
Spojini 8 (67 mg, 234 µmol, 1 ekv.) smo dodali spojino 26 (80 mg, 249 µmol, 1 ekv.), 5 mL 
brezvodnega DKM ter 0,5 mL pridina. Ko je reakcija potekla, je nastala oborina, ki smo jo 
odfiltrirali s presesavanjem. Surovi produkt smo suspendirali v NaHCO3 in oborino 
odfiltrirali s presesavanjem, nato pa smo oborino očistili s kristalizacijo iz metanola. Dobili 
smo 9,46 mg spojine 27. 
4,5-dibromo-N-(-4-hidroksi-2-((4-sulfamoilbenzil)carbamoil)fenil)-1H-pirol-2-karboksamid 
Molekulska formula: C19H16Br2N4O5S Ttališča: 210-214 
Mr: 572,24 Rf: 0,30 (DKM:MeOH=9:1) 
Izgled: siv prašek Izkoristek: 6,7 % 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ [ppm] = 4,54 (d, 2H, J = 5,8 Hz, Ar-CH2-NH-), 6,76 (d, 1H, J = 2,7 
Hz, pirol-CH), 6,98 (dd, 1H, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,8 Hz, Ar-HA-4), 7,23 (d, 
1H, J = 2,7 Hz, Ar-HA-6), 7,31 (s, 2H, Ar-SOO-NH2), 7,50 (d, 2H, J = 
8,3 Hz, Ar-HB), 7,78 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-HB), 8,17 (d, 1H, J = 8,9 
Hz, Ar-HA-3), 9,35 (t, 1H, J =5,9 Hz, Ar-CO-NH-), 9,64 (s, 1H, Ar-
OH), 11,48 (s, 1H, Ar-NH-CO-), 13,01 (s, 1H, pirol-NH-). 
IR 
ν [cm-1] = 3309, 3177, 3132, 1721, 1654, 1601, 1525, 1432, 1369, 
1318, 1259, 1220, 1156, 1095, 1061, 1002, 973, 873, 810, 748. 
HR-MS Izmerjena masa: [M+H]+: 568,9134; izračunana masa: 568,9135. 
HPLC tr = 9,70 min; čistoča: 95,7 %  
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5 Razprava in rezultati 
 
5.1 Tvorba amidne vezi z uporabo sklopitvenih reagentov EDC in HOBt 
Pri sintezi spojin 4, 13 in 25 smo amidno vez tvorili z uporabo sklopitvenih reagentov EDC 
in HOBt. Tvorba amidne vezi med karboksilno skupino in amina spontano pri običajnih 
pogojih ne poteče, saj je –OH skupina slabo izstopajoča skupina. Za potek reakcije je 
potrebno najprej aktivirati karboksilno kislino oziroma –OH skupino pretvoriti v dobro 
izstopajočo skupino. V tem namenu smo uporabili sklopitvene reagente EDC in HOBt (slika 
17).  
 
Slika 17: Mehanizem tvorbe amidne vezi s sklopitvenima reagentoma EDC in HOBt 
(prirejeno po 17).  
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V prvi stopnji reakcije smo izvedli aktivacijo karboksilne kisline tako, da smo ob hlajenju 
na ledeni kopeli v DMF raztopili 5-hidroksi-2-nitrobenzojske kisline, EDC, HOBt ter NMM. 
NMM kot baza odcepi proton s karboksilne skupine in nastali nukleofilni karboksilat napade 
elektrofilni ogljikov atom karboamidne skupine na EDC (1). Nato nastane reaktivni O-
acilsečninski derivat (2), ki reagira s HOBt, pri čemer nastane aktivirani ester in sečninski 
derivat EDC kot stranski produkt (3). Druga stopnja reakcije se začne po 20 minutah, ko je 
tvorba aktiviranega estra končana. V tej stopnji smo v reakcijski zmesi dodali izhodni amin, 
zmes odstranili z ledene kopeli in počakali, da reakcija poteče do konca. Amidna vez nastane 
tako, da amin kot nukleofil napade karbonilni ogljik aktiviranega estra, kot stranski produkt 
pa izstopi HOBt (4) (slika 17). Produkte smo izolirali z ekstrakcijo. Pri ekstrakciji z 10 % 
citronsko kislino smo odstranili nečistote, ki imajo bazične lastnosti: preostali EDC, 
sečninski derivat EDC, izhodni amin in NMM. Pri ekstrakciji z NaHCO3 smo se znebili 
nezreagirane izhodne kisline in HOBt. V primerih, kjer smo namesto NaHCO3 uporabili 
vodo smo se težko znebili izhodne kisline in HOBt-a in smo zato morali produkt čistiti z 
kolonsko kromatografijo ali kristalizacijo. Pri ekstrakciji z nasičeno raztopino NaCl smo 
odstranili zaostanek vode. Spojine 4 in 25 smo čistili s kristalizacijo iz acetonitrila, spojino 
13 smo čistili z kolonsko kromatografijo. 
 
5.2 Katalitično hidrogeniranje 
Pri sintezi spojin 5, 14, 17, 21 in 26 smo izvedli katalitično hidrogeniranje z namenom 
redukcije aromatske nitro do amino skupine. Reakcijo smo izvedli tako, da smo najprej 
raztopili izhodno spojino v metanolu in prepihovali reakcijsko zmes z inertnim argonom. S 
prepihovanjem z inertnim argonom smo se znebili kisika, saj je paladij zelo občutljiv na 
kisik. Nato smo dodali katalizator paladij na ogljiku, in sicer 20 % glede na maso izhodne 
spojine, in začeli prepihovati z vodikom. Potek reakcije smo sledili z TLC. Mehanizem 
katalitskega hidrogeniranja aromatske nitro skupine je prikazan na sliki 18. 
  
 44 
 
 
Slika 18: Mehanizem pretvorbe aromatske nitro skupine do amino skupine (prirejeno po 21). 
 
5.3 Tvorba kislinskega klorida z uporabo oksalil klorida  
Kislinski halogenidi so najbolj reaktivni derivati karboksilne kisline. S tvorbo kislinskih 
kloridov povečamo elektofilnost karbonile skupine, slabo izstopajočo –OH skupino 
zamenjamo z elektron-privlačno in posledično dobro izstopajočo skupino. Za sintezo 
kislinskega klorida smo uporabili 4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilno kislino in oksalil 
klorid. Mehanizem reakcije je prikazan na sliki 19. Izhodno kislino smo raztopili v 
brezvodnem DKM in prepihali z inertnim argonom. Nato smo dodali oksalil klorid in 
počakali da reakcija poteče pod argonovo atmosfero. Potek reakcije smo sledili z TLC.  
 
 
Slika 19: Mehanizem tvorbe kislinskega klorida (prirejeno po 22). 
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5.4 Tvorba amidne vezi z uporabo kislinskega klorida 
Pri sintezi spojin 9, 15, 18 , 22 in 27 smo amidno vez tvorili po mehanizmu nukleofilne 
substitucije med kislinskim kloridom in ustrezne izhodne spojine.  
 
 
Slika 20: Mehanizem tvorbe amidne vezi z uporabo kislinskega klorida (prirejeno po 19). 
 
Amin iz izhodne spojine kot nukleofil napade karbonilni ogljik na kislinskem kloridu, pri 
čemer nastane nestabilen tetraedrični intermediat. Bolj ko je skupina na kislinskem 
halogenidu elekronprivlačna, bolj je nestabilen tetraedrični intermediat in boljša izstopajoča 
skupina je (slika 20). Reakcijo smo izvajali v brezvodnem DKM ter reakcijsko zmes 
segrevali na oljni kopeli. Dodali smo tudi piridin, ki je nevtraliziral HCl, ki se sprošča med 
reakcijo, in preprečeval protoniranje amina, saj protoniran amin ne bi deloval kot nukleofil. 
Potek reakcije smo sledili z TLC. Ko je reakcija potekla do konca smo dodali vodno 
raztopino HCl, pri čemer je nastal dvofazni sistem, ki smo ga dobro premešali, pri čemer se 
je piridin protoniral in prešel iz organske v vodno fazo. Po odstranitvi piridina iz organske 
faze se je v njej pojavila oborina, ki smo jo odfiltrirali z presesavanjem. 
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5.5 Komentar HPLC-MS analiz 
 
Pri sintezi spojin smo reakcijske zmesi in produkte analizirali z metodo HPLC-MS. S 
pomočjo te metode smo ugotavljali, če je pri sinteznih reakcijah nastal željen produkt. Tako 
smo si v primerih, ko pri reakciji ni nastal željen produkt, prihranili čas, ki bi ga sicer porabili 
za izolacijo produkta. Preverili smo tudi, če so prisotni kakšni stranski produkti, ki smo jih 
skušali identificirati, kar bi nam lahko pomagalo pri izbiri metode za čiščenje naših 
produktov. Spodaj je naštetih nekaj primerov uporabe metode HPLC-MS pri reakcijah, ki 
smo jih izvedli v okviru te magistrske naloge. 
 
Prvi sintezni poskus spojine metil 4-(2-(5-hidroksi-2-nitrobenzamido)etil)benzoata 
 
V prvem poskusu sinteze spojine 4 izolirani produkt glede na TLC ni bil čist. Surov produkt 
smo analizirali s HPLC-MS, spekter je prikazan na sliki 22. Izkazalo se je, da je v spektru 
poleg signala za spojino 4 (monoizotopska molekulska masa = 344,1; izmerjena masa (ESI+) 
= 345,3; tR = 5,2 min) (52,5 %) prisoten še en močan signal (30,2 %) za spojino z izmerjeno 
maso (ESI+) = 492,4 in tR = 5,5 min, ki je stranski produkt sintezne reakcije. Ugotavljali 
smo identiteto stranskega produkta, in sicer bi glede na molsko maso kot možen stranski 
produkt lahko bila spojina 28, prikazana na sliki 21 (monoizotopska molekulska masa = 
491,2).  
 
Slika 21: Možen stranski produkt, ki je lahko nastal pri sintezi spojine 4.  
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Produkt smo večkrat čistili s kolonsko kromatografijo, vendar ločbe niso bile uspešne in 
produkta nismo uspeli povsem očistiti. Reakcijo smo ponovili še enkrat in tokrat s pomočjo 
kristalizacije iz acetonitrila dobili čisto spojino 4, stranski produkt pri ponovljeni reakciji ni 
nastal. Glede na to, da smo uporabili enake izhodne spojine in enake pogoje reakcije ter 
izolacije, nismo uspeli razložiti, zakaj je v prvem poskusu nastala velika količina (~35 %) 
stranskega produkta, v drugem pa ne. 
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Slika 22: HPLC-MS spekter dobljenega produkta v prvem poskusu sinteze spojine 4. 
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Sinteza metil 4-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksi benzamido)metil) 
benzoata 
Po končani sintezni reakciji spojine 15 smo produkt obarjali iz reakcijske zmesi in oborino 
odfiltrirali, vendar je glede na TLC tudi matičnica vsebovala večjo količino našega produkta. 
Nato smo z metodo HPLC-MS analizirali tako oborino kot matičnico. Na ta način smo 
nedvoumno potrdili, da je v matičnici prisoten tudi naš produkt (slika 24). Matičnico smo 
naprej čistili z kolonsko kromatografijo in dobili še nekaj čiste spojine 15 (monoizotopska 
molekulska masa = 550,95; izmerjena masa (ESI-) = 550,3; tR = 6,4 min)). S pomočjo HPLC-
MS analize smo skušali ugotoviti katere nečistote ali stranski produkti so bili prisotni v 
matičnici, ampak jih nismo uspeli indetificirati. Spekter oborine in spekter matičnice sta 
prikazana na sliki 23 in sliki 24. 
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Slika 23: HPLC-MS spekter oborine pri sintezi spojine 15. 
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Slika 24: HPLC-MS spekter matičnice pri sintezi spojine 15. 
  
 52 
 
Sinteza metil 4-((2-amino-5-metoksibenzamido)metil)benzoata 
Pri sintezi spojine 21 smo potek reakcije sledili z TLC in opazili, da poleg našega produkta 
nastaja še stranski produkt. Na TLC ploščici se je poleg lise našega produkta se je pojavila 
še ena lisa, ki je med reakcijo postajala močnejša. Surovi produkt smo analizirali z metodo 
HPLC-MS in v spektru, ki je prikazan na sliki 26, poleg signala za spojino 21 
(monoizotopska molekulska masa = 314,1; izmerjena masa (ESI+) = 315,1; tR = 4,5 min) 
(58,8 %) je bil prisoten še eden močen signal (monoizotopska molekulska masa = 328,1; 
izmerjena masa (ESI+) = 329,1; tR = 5,0) (28,1 %). Na osnovi molske mase smo poskusili 
ugotoviti, kakšna je struktura nastalega stranskega produkta. Kot možni stranski produkt je 
lahko spojina 29 prikazana na sliki 25, ki je nitrozo intermediat pri redukciji nitro skupine. 
Lahko sklepamo, da je reakcija čez noč le deloma potekla do produkta in deloma do nitrozo 
intermediata. 
 
Slika 25: Struktura možnega stranskega produkta pri sintezi spojine 21. 
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Slika 26: HPLC-MS spekter surovega produkta pri sintezi spojine 21. 
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5.6 Komentar na rezultate biokemiskih testiranj 
 
Zaviralno delovanje pripravljenih spojin na DNA-topoisomerazi IIα smo ovrednotili z 
encimskim testom. Rezidualna aktivnost na DNA-topoizomerazi IIα smo določili vsem 
končnim spojinam v seriji pri koncentraciji zaviralca 100 µM in 10 µM. Zaviralno delovanje 
na encim so pokazale le spojine 10, 19 in 23. Za ostale spojine iz serije se je izkazalo, da 
nimajo zaviralnega delovanja na encim. Aktivnim spojinam smo določili tudi srednjo 
zaviralno koncentracijo (IC50), to je koncentracija zaviralca, ki za 50 % zavre encimsko 
aktivnost. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid, ki je izkazoval 71 µM vrednost 
IC50. Rezultati so prikazani v preglednici I. 
Spojinam 10, 19 in 23 smo po vrsti določili IC50 vrednosti 21,5 µM, 24,7 µM ter 39,1 µM. 
V primerjavi z etopozidom te spojine kažejo boljše zaviralno delovanje na encim. Skupna 
lastnost vseh treh spojin je prosta karboksilna skupina. Spojine 9, 15, 18 in 22, ki imajo v 
strukturi metilno estersko skupino, so bile neaktivne. Neaktivna je bila tudi spojina 27, ki 
ima za razliko od ostalih spojin, na mestu karboksilne, sulfonamidno skupino. Karboksilna 
skupina se je izkazala kot pomemben del v strukturi spojin za zagotavljanje zaviralne 
aktivnosti. Predvidevamo, da je v aktivnem mestu encima karboksilna skupina pomembna 
za tvorbo ionskih interakcij z Mg2+ ionom, ter tudi za tvorbo interakcij z drugimi polarnimi 
aminokislinskimi ostanki, ki se nahajajo v fosfatnem žepu vezavnega mesta. Spojini 10 in 
19 imata za eno metilensko skupino daljšo stransko verigo v primerjavi z spojino 23. 
Spojinama z dodatno metilensko smo določili nekoliko boljšo aktivnost, vendar so imele vse 
tri spojine primerljivo zaviralno delovanje na encim. Iz tega lahko sklepamo, da 
podaljševanje stranske verige za eno metilensko skupino nima bistvenega vpliva na boljšo 
vezavo spojin na encim. Nekatere izmed pripravljenih spojin imajo v svoji strukturi metoksi, 
druge pa prosto fenolno skupino, s katerima smo skušali doseči dodatne interakcije v 
vezavnem mestu. Primerjava analognih spojin 10, ki ima prosto fenolno skupino, in 19, ki 
ima metoksi skupino, kaže da dodatna metilna skupina ne vpliva na zaviralno aktivnost. 
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Preglednica I: Rezultati testiranja aktivnosti na človeško DNA topoizomerazo IIα ter na 
celično linijo raka dojke (MCF-7) za serijo spojin. 
aRezidualna aktivnost encima (delež  aktivnosti encima v prisotnosti določene koncentracije zaviralca). 
Oznaka Struktura spojine 
RAa 
pri 100 
µM 
RA pri 
10 µM 
IC50b 
Delež 
proliferacije 
celic MCF-7 
pri 50 µMd 
9 
 
110 % 103 % /c / 
10 
 
2 % 70 % 21,5 µM 124,5 ± 8,0 % 
15 
 
122 % 111 % / / 
18 
 
123 % 137 % / / 
19 
 
0 % 106 % 24,7 µM 91,5 ± 4,6 % 
22 
 
112 % 116 % / / 
23 
 
8 % 18 % 39,1 µM 87,9 ± 0,8 % 
27 
 
105 % 133 % / / 
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bSrednja zaviralna koncentracija (koncentracija zaviralna, ki povzroči 50 % zaviranje delovanja encima). 
cNi bilo testirano. 
dDelež proliferacije celic MCF-7 pri 50 µM kot povprečje treh replikatov s standardnim odklonom. 
 
 
Ovrednotili smo citotoksično delovanje spojin 10, 19 in 23 na celični liniji raka dojke (MFC-
7). Rezultati so prikazani v preglednici I in predstavljajo delež proliferacije celic MCF-7 v 
prisotnosti 50 µM spojin. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 0,5 % DMSO v mediju, 
katerega rezultat predstavlja 100 % proliferacijo celic. Iz rezultatov je razvidno, da je delež 
proliferacije MCF-7 celic v prisotnosti testiranih spojin okoli 100 %, kar pomeni, da je rast 
celic potekala skoraj nemoteno. Neaktivnost spojin je lahko posledica njihove nezmožnosti 
prehajanja skozi celične membrane. Za uspešno prehajanje celičnih membran so izrednega 
pomena ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti spojin kot so lipofilnost, topnost in kislinsko 
bazične lastnosti. Negativno nabita karboksilna skupina, ki se je sicer izkazala kot bistvena 
za dosego zaviralne aktivnosti na encimu, bi lahko zaradi visoke polarnosti oteževala pasivni 
prehod membran. V nadaljnjih študijah bi bilo smiselno karboksilno skupino zamenjati z 
različnimi bioizosternimi zamenjavami, ki bodo ohranjale aktivnost na encimu, hkrati pa 
bodo imele tudi ustrezne lastnosti za uspešno prehajanje membran. Poleg težav s prehodom 
spojin v celice je lahko vzrok za neaktivnost na celičnih linijah tudi aktivno črpanje spojin 
iz celic z izlivnimi črpalkami. 
Zavedamo se tudi, da čeprav spojine 10, 19 in 23 kažejo na encimu aktivnejše zaviralno 
delovanje od klinično uveljavljene učinkovine etopozida, ta primerjava ni najbolj relevantna, 
saj naše spojine na tarčo delujejo po drugačnem mehanizmu delovanja kot etopozid. IC50 
vrednosti v uvodu omenjenega optimiziranega purinskega zaviralca, ki je kazal klinični 
potencial, znaša 130 nM (slika 12) (16). Za dosego močnega delovanja na rakavih celičnih 
linijah moramo torej poleg izboljšave fizikalno-kemijskih lastnosti izboljšati tudi zaviralno 
aktivnost zaviralcev na tarči.  
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6 Sklep 
 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirati serijo novih spojin kot potencialnih katalitičnih 
zaviralcev DNA-topoizomeraze IIα, ki se vežejo v ATP vezavno mesto encima. Strukturno 
vse končne spojine vsebujejo 4,5-dibromopirolamidni del, razlikujejo se pa po substituentih, 
vezanih na osrednjem benzenovem obroču. Sinteze smo izvedli v več sinteznih stopnjah brez 
večjih težav. Za optimalno vodenje kemijske sinteze smo reakcijske zmesi analizirali s 
sklopljeno metodo HPLC-MS.  
Končnim spojinam smo določili aktivnost na DNA-topoizomerazi IIα pri koncentracijah 
zaviralca 100 µM in 10 µM. Rezultati so pokazali, da imajo zaviralno delovanje na encim 
pri testiranih koncentracijah le spojine 10, 19 in 23. Aktivnim spojinam smo določili srednje 
zaviralne koncentracije (IC50), ki so bile v primerjavi z IC50 etopozida nižje vrednosti, kar 
pomeni, da imajo spojine boljše zaviralno delovanje na encim kot etopozid. Skupna lastnost 
spojinam 10, 19 in 23 je prosta karboksilna skupina, ki se je izkazala kot pomemben del v 
strukturi spojin za zagotavljanje zaviralne aktivnosti. Ostale spojine v seriji, ki imajo v 
strukturi metilno estersko skupino ali sulfonamidno skupino, so se izkazale za neaktivne. 
Ovrednotili smo tudi citotoksično delovanje spojin 10, 19 in 23 na celični liniji raka dojke 
(MFC-7) in ugotovili, da so testirane spojine neaktivne, kar je v nasprotju z rezultati 
encimskega testiranja. Predvidevamo, da razlog za neaktivnost spojin na rakavih celicah je 
lahko onemogočeno prehajanje spojin skozi celične membrane zaradi neustreznih fizikalno-
kemijskih lastnosti ali aktivno črpanje spojin iz celic z izlivnimi črpalkami.  
Pripravljene spojine se niso izkazale kot obetavne zaradi pomanjkanja zaviralne aktivnosti 
na DNA-topoizomerazi IIα in/ali citotoksičnega delovanja na rakavih celicah. Kljub temu, 
smo v sklopu magistrske naloge pridobili koristne informacije, ki bodo pomagale pri 
nadaljnjem razvoju in optimizaciji podobnega tipa kompetitivnih zaviralcev DNA 
topoizomeraze IIα. V nadaljnjem raziskovanju bi bilo smiselno načrtovati in razviti spojine, 
ki bi imele poleg dobre zaviralne aktivnosti na encimu tudi ustrezne fizikalno-kemijske 
lastnosti, ki bi omogočale, da bi zaviralci uspešno dosegli tarčo v celici. 
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